








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Locus  SNP  Chr  Protein  Probable 
mechanism 
Candidate and large‐scale association 
PPARG  rs1801282  3 Peroxisome proliferator‐activated receptor‐γ  Insulin action
KCNJ11  rs5219  11 K inwardly‐rectifying channel, subfamily J, member 11  β‐cell function
TCF7L2  rs7903146  10 Transcription factor 7‐like 2 β‐cell function
WFS1  rs10010131  4 Wolfram syndrome 1 (wolframin β‐cell function
HNF1B (TCF2)  rs4430796  17 Hepatocyte nuclear factor 1‐β unknown
BCL2  rs12454712  18 B‐cell CLL/lymphoma 2 Unknown
GATAD2A  rs3794991  19 GATA zinc finger domain containing 2A Unknown
GWAS 
IGF2BP2  rs4402960  3 Insulin‐like growth factor 2 mRNA binding protein 2  β‐cell function
CDKAL1  rs10946398  6 CDK5 regulatory subunit associated protein 1‐like 1  β‐cell function
SLC30A8  rs13266634  8 Solute carrier family 30 (zinc transporter), member 8  β‐cell function
CDKN2A/B  rs10811661  9 Cyclin‐dependent kinase inhibitor 2A/2B β‐cell function
HHEX/IDE  rs1111875  10 Hematopoietically expressed homeobox/Insulin‐degrading 
enzyme 
β‐cell function
FTO  rs8050136  16 Fat mass and obesity‐associated protein Obesity
NOTCH2  rs10923931  1 Neurogenic locus notch homolog protein 2 (Drosophila)  Unknown
THADA  rs7578597  2 Thyroid adenoma associated β‐cell function
ADAMTS9  rs4607103  3 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9  Insulin action
JAZF1  rs864745  7 Juxtaposed with another zinc finger protein 1  β‐cell function
CDC123‐CAMK1D  rs1277979032  10 Cell division cycle 123 homolog (Saccharomyces cerevisiae)‐
Calcium/calmodulin‐dependent protein kinase type 1D 
β‐cell function
TSPAN8‐LGR5  rs7961581  12 Tetraspanin 8‐Leucine‐rich repeat‐containing G protein‐
coupled receptor 5 
β‐cell function
KCNQ1  rs231362  11 K voltage‐gated channel, KQT‐like subfamily, member 1  β‐cell function
IRS1  rs2943641  2 Insulin receptor substrate 1 Insulin action
MTNR1B  rs10830963  11 Melatonin receptor 1B β‐cell function
PROX1  rs340874  1 Prospero homeobox 1 β‐cell function
BCL11A  rs243021  2 B‐cell lymphoma/leukemia 11A Unknown
GCKR  rs780094  2 Glucokinase (hexokinase 4) regulator Insulin action
RBMS1  rs7593730  2 RNA binding motif, single stranded interacting protein 1  Insulin action
ADCY5  rs11708067  3 Adenylate cyclase 5 Unknown
ZBED3  rs4457053  5 Zinc finger, BED‐type containing 3 Unknown
GCK  rs4607517  7 Glucokinase (Hexokinase 4) β‐cell function
DGKB/TMEM195  rs2191349  7 Diacylglycerol kinase, β 90 kDa/ Transmembrane protein 195  β‐cell function
KLF14  rs972283  7 Kruppel‐like factor 14 Unknown
TP53INP1  rs896854  8 Tumor protein p53 inducible nuclear protein 1  Unknown
TLE4 (CHCHD9)  rs13292136  9 Transducin‐like enhancer protein 4 Unknown
CENTD2 (ARAP1)  rs1552224  11 ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 
1 
β‐cell function
HMGA2  rs1531343  12 High mobility group AT‐hook 2 Unknown
HNF1A  rs7957197  12 HNF1 homeobox A Unknown
PRC1  rs8042680  15 Protein regulator of cytokinesis 1 Unknown
ZFAND6  rs11634397  15 Zinc finger, AN1‐type domain 6 Unknown





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Concentration  10nM  50nM  100nM 
siRNA  0.4µl  2.0 µl  4.0 µl 
Media  249.6 µl  240.0 µl  246.0 µl 




















































siRNA ID  Target Gene  Species  Product  Supplier  Sequence   Length 

















































































































































































































Ykt6  Mm_Ykt6_1_SG  QT00165403 NM_019661 Mouse  81bp  6/7
Pex11α  Mm_Pex11a_1_SG QT00110418 NM_011068 Mouse  70bp  2/3




















  Number of cycles  Temperature  Hold (time) 
Pre‐incubation  1 cycle  95.0°C  5 minutes 
Amplification  45 cycles  95.0°C  10 seconds 
    60.0°C  30 seconds 
Melting Curve  1 cycle  95.0°C  5 seconds 
    65.0°C  1 minute 
  Increase to 97.0°C at a rate of 0.11°C/s 



















































































































































































































            10%        4% 
dH2O            11.8ml       9.4ml 
acrylamide (40% solution)      6.4ml        1.5ml 
Buffer B (1.5M Tris, pH 8.8)      6.3ml        ‐ 
Buffer D (0.5M Tris, pH 6.8)      ‐        3.8ml 
10% SDS          50l        150l 
10% APS          250l        150l 
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Figure 41 The effect of PEX11β knockdown on PEX11α expression 
PEX11α gene expression was quantified using real‐time PCR and the cDNA samples originally used to quantify PEX11β expression in the transfected 
cells. Samples were looked at for A) 48hrs, B) 72hrs, C) 96hrs post transfection. Experiments were carried out three times in triplicate. Results are 
normalised to scrambled control and show mean±SEM (n=3), from three independent experiments.
157 
 
6.4.4 PEX11β	knockdown	in	MIN6	cells	partially	recovers	the	diminished	
insulin	response	caused	by	the	saturated	fatty	acid	palmitate	
Having established PEX11β knockdown and peroxisome depletion based on diminished 
PMP‐70 expression, we wanted to explore whether this altered the detrimental effect 
of palmitate on glucose stimulated insulin secretion. It has been suggested that 
peroxisomes are a cause of lipotoxicity in pancreatic β‐cells (Elsner et al., 2011), so we 
were interested in what sort of effect reducing peroxisome number might have on this 
lipotoxicity. 
MIN6 cells were transfected with the siRNA probe s71497, which gave the best 
reduction in peroxisome abundance. Although a significant reduction in peroxisomes 
was achieved 96hrs post transfection, there seemed to be a slight difference at 72hrs, 
so both time points were investigated. Following transfection MIN6 cells were 
incubated for either 24hrs (72hr transfections) or 48hrs (96hr transfections) before 
being treated with 250μM palmitate or a BSA control for a further 48hrs. 
Subsequently, GSIS was measured as previously described. GSIS results were 
normalised to protein content, and then to the 3mM scrambled BSA control. For each 
experiment, additional wells were set up for RNA extraction, and analysis by real‐time 
PCR to ensure PEX11β gene expression was knocked down to the same degree as 
previously shown. 
The results (Figure 42) show the effect of palmitate treatment compared with cells 
treated with a BSA control. These treatments were carried out for both cells 
transfected with the s71497 siRNA probe to knock‐down PEX11β expression, and cells 
transfected with the scrambled control siRNA.  
For both 72hrs and 96hrs post transfection, the PEX11β knockdowns treated with the 
BSA control show no difference compared with the scrambled control treated with BSA 
control indicating that PEX11β knockdown alone, and therefore a reduction in 
peroxisome abundance, does not have any effect on GSIS.  
At 72hrs post transfection, both PEX11β knockdown cells and scrambled control cells 
treated with palmitate resulted in a comparable significant decrease in insulin 
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secretion (P<0.001). This suggests that 72hrs after transfection, PEX11β knockdown 
does not have any effect on GSIS in the presence or absence of palmitate. 
At 96hrs post transfection, although palmitate treatment significantly decreased the 
GSIS at 25mM glucose stimulation for both the cells transfected with the siRNA probe 
s71497 (P<0.001) and the scrambled controls (P<0.001) compared with their 
respective BSA controls, the decreases were no longer comparable. There was a 
significant difference in insulin secretion in the PEX11β knockdown treated with 
palmitate compared with the scrambled control treated with palmitate (P<0.01). This 
evidence suggests that a reduction in peroxisome number leads to a partial recovery of 
the diminished insulin response seen with fatty acid incubation. 
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Figure 42 The effect of palmitate treatment  on GSIS following PEX11β knockdown 
MIN6 cells were transfected with siRNA probe s71497 against PEX11β, or with a 
scrambled control siRNA and seeded into 24 well plates at a density of 5x105 cells/well. 
A) 72hrs transfection, or B) 96 hrs transfection, cells were incubated either with 
250μM palmitate or BSA control for the final 48hrs. Following 48hr palmitate 
incubation, samples were stimulated with 3mM (basal) or 25mM (high) glucose for 
1hr. Samples were analysed by ELISA and normalised to protein content. Results are 
mean±SEM (n=3), representative of three independent experiments. ***P<0.001 
compared to 25mM glucose BSA control, #P<0.01 comparing palmitate treatments; 
one‐way ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. 
#
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6.5 Discussion	
Peroxisomes are important organelles which play a role in the metabolism of long 
chain, very long chain, and branched‐chain fatty acids. Fatty acids imported into the 
peroxisome for metabolism, including 3‐methyl branched chain fatty acids which have 
to undergo α‐oxidation first, are metabolised by β‐oxidation (Jansen and Wanders, 
2006; Wanders et al., 2010).  One of the by‐products of peroxisomal β‐oxidation is 
H2O2 which can be toxic, but in most cells throughout the body it is broken down by 
catalase into H2O and O2. Pancreatic cells have very low expression levels of this 
enzyme making them susceptible to damage through lipotoxicity (Lenzen et al., 1996; 
Wanders and Waterham, 2006; Gehrmann et al., 2010; Elsner et al., 2011).   
PEX11 proteins are involved in the division of peroxisomes (Li and Gould, 2002; Koch et 
al., 2010; Koch and Brocard, 2012). Although little is understood about how the PEX11 
proteins exert their effects it is apparent that the over‐expression and knockout of 
PEX11β can result in changes in peroxisome abundance. Over‐expression of PEX11β in 
human cells through transfection with plasmids has been shown to increase 
peroxisome proliferation in the absence of extracellular stimuli, while PEX11β 
deficiency has been shown to result in reduced peroxisome abundance (Schrader et 
al., 1998; Li et al., 2002b; Li and Gould, 2002).  
Peroxisomes are synthesised not only through the division of pre‐existing peroxisomes 
where PEX11β is involved, but also by de novo synthesis from the endoplasmic 
reticulum in mammalian cells (Hoepfner et al., 2005; Kim et al., 2006; Hettema and 
Motley, 2009). Embryonic fibroblasts from PEX11β knockout mice were shown to have 
decreases in peroxisome abundance of about 50% (Li and Gould, 2002), which implies 
that the pathway for peroxisomal proliferation through the division of pre‐existing 
peroxisomes contributes to 50% of total peroxisome abundance in mice. We were 
encouraged to find that our model of PEX11β gene expression knockdown resulted in a 
35% decrease in PMP‐70 protein levels (Figure 38), a peroxisomal membrane protein 
commonly used as a peroxisome marker. There has been some debate over the 
relative contribution of the different mechanisms of peroxisome proliferation (Li and 
Gould, 2002; Huybrechts et al., 2009; Schrader et al., 2012), however, the reduction in 
peroxisome abundance following PEX11β knockdown certainly suggests that the 
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pathway for peroxisome proliferation through the division of pre‐existing peroxisomes 
is involved at maintaining peroxisome numbers in MIN6 cells.  
PEX11β gene knockdown did not result in any changes in PEX11α gene expression. 
Although previously it has been reported that the loss of PEX11β led to about a 1.5 
fold increase in hepatic PEX11α expression in PEX11β knockout mice (Li et al., 2002b) 
we were unable to replicate this in our model of PEX11β knockdown. This could be due 
to the differences in the models. The livers from newborn PEX11β knockout mice were 
examined which means the PEX11β knockout had the whole gestation period in which 
to cause any effects (Li et al., 2002b), compared with our model which looked at 
PEX11α expression 96hrs following PEX11β knockdown. In addition, peroxisomes are 
very highly expressed in the liver. The 1.5 fold increase in hepatic PEX11α expression 
reported in the PEX11β knockout mice may be a tissue selective response specific to 
the liver due to its need for high peroxisome abundance as it is a major organ for fatty 
acid metabolism (Li et al., 2002b; Reddy and Sambasiva Rao, 2006; van Herpen and 
Schrauwen‐Hinderling, 2008). Alternatively, our model was for the knock down of 
PEX11β, and did not completely eradicate expression of the gene. It is possible that 
any increases in PEX11α may only be seen when there is no expression of PEX11β. 
Lipotoxicity is thought to be a major contributor to pancreatic β‐cell dysfunction and 
death. The breakdown of fatty acids by both mitochondria and peroxisomes produce 
ROS in various forms. Recent evidence has come to light that the ROS H2O2, produced 
through the oxidation of fatty acids in the peroxisomes, may be a mediator of 
lipotoxicity in pancreatic β‐cells (Unger and Zhou, 2001; Gehrmann et al., 2010; Elsner 
et al., 2011; Ivashchenko et al., 2011). H2O2 production by the peroxisomes has been 
reported to account for as much as 35% of total cellular H2O2 in the rat liver indicating 
that peroxisomes are a major site for ROS production (Boveris et al., 1972; Gehrmann 
et al., 2010).  
In the majority of cell types the H2O2 produced is catabolised by oxidoreductase 
catalase. Pancreatic β‐cells have, however, been shown to be lacking in a variety of 
antioxidant enzymes including catalase (Lenzen et al., 1996; Tiedge et al., 1997). Rat 
pancreatic islets and the rat insulin producing cell line RINm5F have been shown to be 
unable to adapt to cellular stress by adjusting their levels of anti‐oxidant enzymes. In 
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addition, over‐expression of catalase in the RINm5f cells was shown to dramatically 
increase the resistance of the cells to H2O2 toxicity when the cells were exposed to 
increasing levels of H2O2 (Tiedge et al., 1997). Studies into the presence of catalase in 
human islets showed that catalase activity in human islets was increased compared 
with rat islets, along with an increased resistance to oxidative stress (Welsh et al., 
1995). However, it has also been shown that catalase activity in the mouse liver is 50 
times higher compared to mouse pancreatic islets (Johansson and Håkan Borg, 1988). 
Although human islets appear to have an increased catalase activity, it is unlikely to be 
at similar levels to that of the human liver. Further investigation is needed into this 
increased resistance of human islets compared with rat islets, however, as it has been 
shown that palmitate incubation decreases GSIS in human islet cells (Hoppa et al., 
2009), it is possible that this is also though an increase in H2O2 production. 
Following the evidence that it may be peroxisomes contributing to lipotoxicity in 
pancreatic β‐cells, we decided to look at the effect of PEX11β knockdown, and 
therefore a reduction in peroxisomes, on insulin secretion from the MIN6 cells 
following palmitate incubation. Pancreatic β‐cell dysfunction can be shown through a 
loss in insulin secretion in response to glucose (GSIS). It has been reported that 
palmitate incubation decreases GSIS from pancreatic β‐cells and β‐cell lines including 
MIN6 cells (Biden et al., 2004; Watson et al., 2011). We were able to confirm this for 
MIN6 cells (Figure 33), and further, show that the inhibited response seen with the 
palmitate incubation can be partially recovered in the presence of PEX11β knockdown 
and reduced peroxisome number (Figure 42). This complements the work carried out 
by Elsner et al., 2011, where they were able to conclude that H2O2 produced through 
peroxisomal β‐oxidation of fatty acids and not mitochondrial β‐oxidation was a 
mediator of lipotoxicity in pancreatic β‐cells. The group over‐expressed catalase in 
either the peroxisomes or the mitochondria in RINm5f cells in the presence of 
palmitate. It was shown that toxicity of the palmitate, as well as H2O2 production was 
reduced in the cells over‐expressing catalase in the peroxisomes and the cytosol rather 
than in the mitochondria. It was also noted that following palmitate incubation in cells 
expressing a H2O2 sensor in either the peroxisomes, or the mitochondria, there was a 
significant increase in H2O2 production in the peroxisomes but not in the mitochondria. 
This pointed to the peroxisomes being the major site of H2O2 production (Elsner et al., 
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2011). It appears therefore that a reduction in peroxisome abundance is beneficial to 
pancreatic β‐cells. It is likely that this is through a reduction in the amount of H2O2 
produced when there are fewer peroxisomes.  
There are several suggested mechanisms as to how long chain fatty acids such as 
palmitate contribute to lipotoxicity in β‐cells (Cnop et al., 2005), see introduction 
section 1.4.4. It certainly appears that one such explanation could be through this 
peroxisomal route suggested. The first step of β‐oxidation within the peroxisome leads 
to the production of H2O2, which is usually broken down by catalase into O2 and H2O 
(Wanders and Waterham, 2006). Due to the low levels of catalase within pancreatic β‐
cells (Lenzen et al., 1996), it is possible that oxidation of palmitate leads to a toxic 
build‐up of H2O2. It has been reported that in rat pancreatic islets low levels of H2O2 
can impair GSIS through the inhibition of glucose oxidation, in addition to a reduction 
in amplitude of intracellular calcium oscillations which may in turn trigger the ER stress 
response (Rebelato et al., 2010; Karunakaran et al., 2012). It would be worthy to 
pursue investigation into whether a reduction in PEX11β expression leads to a 
decrease in H2O2 production, and further to explore whether glucose oxidation and the 
amplitude of calcium oscillations are increased following this knockdown. 
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7 General	Discussion	
7.1 General	Discussion	
Obesity is a major risk factor for type 2 diabetes mellitus (Hussain et al., 2007; van 
Herpen and Schrauwen‐Hinderling, 2008), with lipotoxicity being a major contributor 
to the β‐cell dysfunction seen in the disease (Cnop et al., 2005; van Herpen and 
Schrauwen‐Hinderling, 2008). High levels of fat within the pancreas can lead to an 
increase in fatty acid metabolism, which can result in high levels of ROS production 
(Gehrmann et al., 2010; Ma et al., 2012). In addition, the incomplete oxidation of fats 
can lead to the formation of ceramide (Kusminski et al., 2009). These toxic metabolites 
inhibit insulin secretion through a variety of mechanisms and can eventually result in 
pancreatic β‐cell death (Kusminski et al., 2009; Ma et al., 2012). 
Peroxisomes are responsible for the partial metabolism of some LCFA, including 
palmitate, as well as all VLCFA and branched‐chain FA prior to completion within the 
mitochondria (Wanders and Waterham, 2006; Gehrmann et al., 2010). Recently, 
through candidate gene studies, a SNP was found within the PEX11α gene region that 
was associated with reduced insulin response to an oral glucose tolerance test (Pascoe, 
2009). PEX11α encodes a protein responsible for the division of peroxisomes in 
response to an extracellular stimulus (Schrader et al., 1998). We therefore decided to 
explore the role of altered PEX11α expression in the lipotoxicity of pancreatic β‐cells. 
In addition, as decreased expression of another PEX11 gene, PEX11β, has been shown 
to result in a decrease in peroxisome abundance (Li et al., 2002b; Li and Gould, 2002), 
we also explored the effect of decreased PEX11β expression in relation to the 
lipotoxicity of pancreatic β‐cells.  
We began by producing a model for the knockdown of PEX11α expression in MIN6 
cells. Using siRNA against PEX11α we were able to produce a 70% knockdown in 
PEX11α expression that was sustained 24hr, 48hr and 72hr post‐transfection. 
Unfortunately, we were unable to determine whether this knockdown resulted in a 
decrease in the PEX11α protein. Commercially available antibodies were for human 
proteins, and despite the homology shared between the species, the antibody did not 
bind to the mouse protein. This made it difficult to determine how long it took for a 
decrease in PEX11α gene expression to result in a decrease in the protein. We moved 
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on to assess PMP‐70 protein expression as a marker of peroxisome abundance, to 
determine whether a decrease in PEX11α expression would result in a decrease in 
PMP‐70 protein expression. 
The reduction in PEX11α expression 24hr and 48hr post transfection did not result in a 
decrease in peroxisome abundance. This was not completely unexpected as, unlike 
PEX11β which is responsible for the constitutive control of peroxisome abundance, 
PEX11α responds by increasing peroxisome abundance in the presence of a stimulus 
(Schrader et al., 1998). We therefore assumed that without the presence of a stimulus, 
a decrease in PEX11α expression would not affect background peroxisome abundance. 
This is in line with one study which reported that the livers and MEFs (mouse 
embryonic fibroblasts) from PEX11α‐/‐ mice have normal peroxisome abundance. Liver 
tissue for analysis was extracted from 6‐8 week old mice fed a standard chow diet (Li 
et al., 2002a). In contrast to this, another recent study which also used PEX11α‐/‐ mice 
found that PEX11α deficiency resulted in a significant decrease in peroxisome 
abundance in the livers of these mice which had been fed a normal chow diet. This 
study specified normal chow to contain 51.4% carbohydrate, 24.9% protein and 4.6% 
fat (Weng et al., 2013). It is possible that the differences seen in these studies could 
have been due to the diet of the mice. Although they both suggest that standard chow 
was used Li et al., 2002a did not list ingredients. It is possible that 4.6% fat could have 
induced peroxisome proliferation through PEX11α resulting in a slightly higher 
abundance of peroxisomes in WT mice compared with the PEX11α‐/‐ mice. In addition, 
the two studies using the PEX11α‐/‐ mice used different methods for counting 
peroxisomes. Although both stained for the peroxisomal enzyme catalase, Li et al., 
2002a used a light microscope to capture pictures and analysed 60 independent fields 
from four mice whereas Weng et al., 2013 used a confocal laser‐scanning microscope 
and at least 20 independent fields were analysed. Also, these may have been carried 
out with mice of different ages. Although Li et al., 2002a states 6‐8 week old mice were 
used, Weng at al., 2013 don’t state the age at which the livers were extracted to 
determine peroxisome abundance (Li et al., 2002a; Weng et al., 2013). It is possible 
that the discrepancies between the two studies could have been caused by these 
different methods, and warrant further investigation. 
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It has previously been shown that PEX11α expression can be induced in rats and mice 
with the treatment of fibric acid derivatives (Abe et al., 1998; Schrader et al., 1998; Li 
et al., 2002a). Fibric acid derivatives are agonists of PPARα, which are known to control 
the transcription of a variety of genes involved in the regulation of lipid metabolism 
(Katsiki et al., 2013). It has also been shown that fatty acids are activators of PPARα 
(Dreyer et al., 1993; Pawar and Jump, 2003). We therefore decided to start by 
incubating MIN6 cells with either a saturated fatty acid, palmitate, or an unsaturated 
fatty acid, oleate, to assess the effect they had on PEX11α expression. Although it has 
previously been shown that palmitate incubation resulted in an increase in PEX11α 
expression in MIN6 cells (Pascoe, 2009), we were unable to replicate these findings. 
We found that PEX11α expression did not increase with either fatty acid, however, we 
later found that this may have been due to the availability of endogenous RA within 
pancreatic β‐cells (discussed below). 
Incubation with the fibric acid derivative, fenofibrate, alone did not result in a 
significant increase in PEX11α expression, which was unexpected. As mentioned 
above, animals studies have shown that PEX11α is inducible in response to fibrate 
treatment (Schrader et al., 1998; Li et al., 2002a). However, it is possible that 
endogenous RA may have been a limiting factor. PEX11α expression is controlled 
through the binding of a PPARα/RXR heterodimer to a PPRE located downstream of 
PEX11α (Shimizu et al., 2004). The incubation of MIN6 cells with a combination of 
fenofibrate and 9‐cis‐RA resulted in a significant increase in PEX11α expression. This is 
in line with another study which also reported a significant increase in PEX11α 
expression in primary rat β‐cells with the combination of clofibrate and 9‐cis‐RA 
(Hellemans et al., 2007). It is therefore possible that β‐cells express low levels of 
endogenous RA, and the addition of exogenous RA is needed to accompany the PPARα 
agonist before the PPARα/RXR heterodimer can be activated and initiate transcription. 
This is also a possible reason for the lack of increased expression of PEX11α in 
response to fatty acids. As fatty acids are activators of PPARα (Pawar and Jump, 2003), 
it is possible that the addition of exogenous RA would have resulted in an increase in 
PEX11α expression.  
Through the addition of exogenous RA in combination with fenofibrate we were able 
to show an increase in PEX11α expression in MIN6 cells. It had previously been 
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reported that human islet cells expressed PEX11α, but 20 fold lower than in the liver. 
Through the analysis of real time PCR fold change data using the human liver as a 
reference, it was revealed that the expression of PEX11α in MIN6 cells was found to be 
at similar levels to that found in human islets (Pascoe, 2009). Through the use of 
PPARα and RXR agonists we were able to confirm that PEX11α is an inducible gene in 
the MIN6 cell line in line with previous β‐cell line studies (Schrader et al., 1998). In 
addition, although we did not look at the expression of PEX11β following incubation 
with the agents responsible for increasing PEX11α expression, we were able to show 
that PEX11β was also expressed in the MIN6 cells. The inducible property of PEX11α in 
MIN6 cells along with the detection of PEX11β within the cells further strengthened 
our decision to use this cell line for the remainder of the project. 
We were unable to observe an increase in peroxisome abundance in response to the 
peroxisome proliferators. Although this was unexpected, it is possible that the time 
periods investigated were not long enough for the induction of PEX11α expression to 
result in an increase in peroxisomes. We showed that it requires 96hrs in MIN6 cells 
following the decrease in PEX11β expression to result in a decrease in peroxisome 
number, so it is possible that a longer time period is needed for increases in 
peroxisome abundance to be witnessed following treatment. In addition, increases in 
peroxisome abundance have been reported in response to peroxisome proliferators, 
but have often been seen in rats and mice after exposure to fibrates for 7 – 10 days 
(Lazarow and De Duve, 1976; Colton et al., 2004; Islinger et al., 2007). It therefore may 
be valuable to investigate the effects of peroxisome proliferators in MIN6 cells on 
peroxisome abundance following 3 – 6 days incubation.  
It has been shown that increases in PEX11 proteins, including PEX11α, result in an 
increase in peroxisome abundance after 24hrs. This was determined through the 
transfection of fusion proteins into human cells (Koch et al., 2010). It is therefore 
probable that had we increased PEX11α protein expression, it would have resulted in 
an increase in PMP‐70 expression as our marker of peroxisomes. As it is, due to the 
unavailability of suitable antibodies against PEX11α, we were unable to determine 
whether an increase in PEX11α gene expression resulted in an increase in PEX11α 
protein expression. 
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The role of PEX11α in the lipotoxicity of pancreatic β‐cells was next investigated. As 
has been shown previously in pancreatic β‐cells and β‐cell lines (Zhou and Grill, 1995; 
Hoppa et al., 2009), including MIN6 cells (Thörn and Bergsten, 2010; Watson et al., 
2011), we demonstrated that palmitate incubation resulted in a diminished insulin 
response in the presence of stimulating glucose levels. Although we were unable to 
show an increase PEX11α expression in untransfected MIN6 cells following palmitate 
treatment, we wanted to determine whether the inhibitory effect of palmitate on GSIS 
was amplified under conditions of PEX11α deficiency. However, there was no 
difference in the palmitate‐affected insulin response in the controls compared with the 
PEX11α knockdown cells. These experiments were carried out with GSIS being 
investigated 72hrs post transfection. We chose 72hrs as a starting point as we wanted 
to incubate cells for 48hrs with palmitate as previous groups have done (Watson et al., 
2011), but we also wanted the transfected cells to have a recovery period of 24hrs 
before palmitate was added. PEX11α expression was still shown to be knocked down 
72hrs post transfection, but data for PMP‐70 protein expression as a marker of 
peroxisome abundance was not collected, although we hoped that an additional 24hrs 
may have resulted in a change at the peroxisome level which may have shown during 
the GSIS experiments.  
When we originally carried out our experiments, it had been shown that PEX11α‐/‐ 
mice had normal peroxisome abundance (Li et al., 2002a), so we thought the reason 
we were unable to show that PEX11α knockdown alone in MIN6 cells did not result in 
any changes in GSIS was due to not being able to produce a reduction in peroxisome 
abundance. We thought that the presence of palmitate may affect GSIS in the PEX11α 
knockdown cells compared with the controls. It may be that this change is limited 
again by a lack of expression of endogenous RA within the MIN6 cells, and perhaps 
exogenous RA should have been added to both controls and palmitate treated cells to 
mimic the effects of what might happen in vivo. Alternatively, when similar 
experiments were carried out with PEX11β knockdown cells, differences were only 
witnessed with an additional time point of 96hrs post‐transfection. Perhaps additional 
time points to look at the effect of palmitate treatment on GSIS following PEX11α 
knockdown should be investigated in the future.  
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It is not known whether the SNP found in the PEX11α gene region which is associated 
with a reduced β‐cell function led to a change in PEX11α expression, and whether this 
might be an increase or decrease (Pascoe, 2009). We have only looked at decreasing 
the expression of PEX11α in relation to lipotoxicity, however, it may be possible that 
an increase in the expression of PEX11α may be a culprit involved in the process of 
lipotoxicity in pancreatic β‐cells. It has recently been suggested that peroxisomes could 
contribute to lipotoxicity in pancreatic β‐cells due to the H2O2 that they produce during 
β‐oxidation of fatty acids (Elsner et al., 2011). The lack of peroxisomal catalase 
expression leaves them vulnerable to the toxic effects of H2O2 (Lenzen et al., 1996; 
Tiedge et al., 1997; Gehrmann et al., 2010). In addition, the over‐expression of PEX11α 
has been shown to result in an increase in peroxisome proliferation (Schrader et al., 
1998). In the pancreas, increases in peroxisome abundance could lead to more fatty 
acids being β‐oxidised within the peroxisomes, leading to an increase in the H2O2 
production. Although this hypothesis is worth pursuing in the future, it was thought 
that a decrease in the PEX11 proteins would be detrimental to pancreatic β‐cell 
function, as it was assumed that this would lead to a decrease in peroxisome 
abundance, and therefore, a decrease in the fat clearance from the pancreatic cells. As 
it has been previously shown that PEX11β deficiency resulted in a decrease in 
peroxisome abundance (Li et al., 2002b), we therefore went onto look at the effect of 
decreasing peroxisome abundance through the reduction of PEX11β expression. 
Using siRNA against PEX11β we were able to reduce expression of the gene in MIN6 
cells by 80% 48hr, 72hr and 96hr post‐transfection. PEX11β‐/‐ mice have been shown to 
have about a 50% reduction in peroxisome abundance compared with wild type mice 
(Li and Gould, 2002). We saw a decrease in PMP‐70 expression as a marker of 
peroxisome abundance 72hrs following PEX11β knockdown but this wasn’t significant. 
However, a 35% reduction in PMP‐70 expression was identified following 96hrs 
PEX11β knockdown, which is in line with the PEX11β‐/‐ mice study. As we had produced 
a model of decreased peroxisome abundance in MIN6 cells, we were then able to 
assess the effects of a reduction in peroxisome abundance on GSIS following palmitate 
incubation. 
In the PEX11β knockdown cells treated with palmitate, there was a partial recovery in 
the decreased insulin response compared with the scrambled control treated with 
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palmitate. This would suggest that a reduction in the peroxisome number is protective 
to the MIN6 cells when incubated with palmitate. This complements work carried out 
by Elsner et al., 2011, in which they reported that peroxisomes were a major producer 
of toxic H2O2 in β‐cells, which was a major cause of β‐cell dysfunction through 
lipotoxicity. If this is indeed a mechanism of lipotoxicity, it is likely that a reduction in 
PEX11β expression achieved a reduction in H2O2. It is possible the reduction in 
peroxisomes may have led to more of the palmitate being oxidised through 
mitochondrial β‐oxidation, leading to less toxic metabolites. However, the mechanism 
by which a reduction of peroxisomes leads to a partial recovery of the inhibited insulin 
response merits further investigation.   
Although our evidence suggests that an increase in peroxisomes may be harmful to 
pancreatic β‐cells, it has been reported that treatment with a peroxisome proliferator, 
fibric acid derivative bezafibrate, in obese patients delayed the onset of type 2 
diabetes mellitus (Tenenbaum et al., 2005). In addition, fenofibrate treatment was 
shown to improve GSIS in β‐cells that were incubated with palmitate (Sun et al., 2008). 
Despite these studies seemingly contradicting our work, there are some possible 
explanations for this. The combination of clofibrate and 9‐cis‐RA has been shown to be 
protective against palmitate toxicity in rat β‐cells. In this study it was shown that the 
PPARα‐RXR agonist combination was able to up‐regulate a variety of genes including 
those involved in mitochondrial fatty acid oxidation (Hellemans et al., 2007). It is 
possible that although peroxisomal β‐oxidation may be increased with fibrate 
treatment, an increase in mitochondrial β‐oxidation provides the protection. In 
addition, the reduced incidence of type 2 diabetes mellitus seen in the bezafibrate 
study carried out in obese patients (Tenenbaum et al., 2005) may be due to the 
increased fatty acid oxidation throughout the whole body through an improvement in 
insulin resistance, rather than a direct effect on the pancreas. Increased peroxisomal 
oxidation may be beneficial in other body cells, and may lead to a reduction in the 
spillage of fat into the pancreas.  
We have shown that a decrease in peroxisome number could be beneficial to 
pancreatic β‐cells, but there is evidence suggesting that peroxisome proliferators, 
which increase peroxisome number, improve β‐cell function. We must ask ourselves 
how these drugs work in patients with type 2 diabetes? Is it through an increase in 
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mitochondrial fatty acid oxidation, as Hellemans et al., 2007 showed that genes 
involved in mitochondrial fatty acid oxidation were increased in response to these 
drugs? If this is so, would these drugs work effectively in the ageing population, as a 
reduction in mitochondria function has been associated with ageing (Peterson et al., 
2012)? 
It seems that if the SNP that was found in the PEX11α gene region, which led onto this 
work, is responsible for increasing peroxisome abundance in humans, future 
treatments for patients with type 2 diabetes who have this risk SNP could be tailored 
towards increasing mitochondrial fatty acid oxidation over peroxisomal oxidation. This 
would hopefully reduce the H2O2 production through peroxisomal fatty acid oxidation, 
and help recover the decreased insulin secretion seen in type 2 diabetes. Alternatively 
targeting a reduction in peroxisomal oxidation may also reduce the H2O2 production. 
However, if peroxisome abundance is reduced too far this could cause other problems. 
A reduction in total peroxisomal fatty acid oxidation could lead to less fat being 
oxidised throughout the whole body leading to an increase in fat spillage into the 
pancreas. Peroxisomes are needed for the oxidation of VLCFA and branched chain FA. 
A reduction in peroxisomes could lead to a build‐up of VLCFA and branched chain FA, 
including 3‐methyl branched chain FA which are exclusively oxidised through 
peroxisomal α‐oxidation. The accumulation of these FA could result in symptoms 
characteristic of peroxisomal biogenesis disorders (PBD) such as Zellweger syndrome 
(Wanders, 2004). It is also possible that increases in LCFA could result in mitochondrial 
fatty acid oxidation becoming exhausted and may contribute to mitochondrial 
dysfunction.   
Many genes have been identified as being risk factors for type 2 diabetes mellitus 
through GWAS and candidate gene studies (Bonnefond et al., 2010; Qi and Hu, 2012). 
So far it seems that the SNP in PEX11α which was found to be a risk factor for the 
disease is the only one discovered to be involved in peroxisome proliferation. Although 
GWAS studies themselves don’t appear to have found genes involved in fatty acid 
metabolism which have an increased risk in type 2 diabetes, one of the diabetes risk 
SNPs is located in FTO. This diabetes risk allele is associated with increased fat mass, 
increased triglyceride levels and cholesterol as well as increased risk of obesity. Other 
genes such as MC4R (melanocortin‐4 receptor) which is associated with weight gain, 
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and Lipin, which is has roles in fatty acid metabolism with effects on PPARα, have been 
found through the use of mouse genetics (Kebede and Attie; Kato, 2013). Other genes 
with an associated risk in type 2 diabetes which have an involvement in fatty acid 
transport are FABP1 and FABP2 (fatty acid binding proteins 1 and 2) (Mansego et al., 
2012; Abbas et al., 2013). Carriers of the risk allele in FABP2 are associated with an 
increased absorption of long chain fatty acids (Abbas et al., 2013). These genes could 
have effects on peroxisomal fatty metabolism. 
With the evidence that peroxisomes may have a role in mediating lipotoxicity in 
pancreatic β‐cells, and with the role they have in fatty acid metabolism, further gene 
studies may reveal other peroxisomal, and fatty acid oxidation genes with a risk 
associated with type 2 diabetes mellitus.  
7.2 Conclusion	
The original aim of the project was to explore the hypothesis that altered expression of 
PEX11α and PEX11β individually would result in changes in peroxisome abundance, 
and contribute to lipotoxicity in cultured pancreatic β‐cells. We found that decreases in 
PEX11β expression, but not PEX11α expression resulted in a decrease in peroxisome 
abundance. PEX11α was found to be an inducible gene in MIN6 cells, but the time 
periods investigated following incubation with peroxisome proliferators which induced 
expression of PEX11α did not result in an increase in peroxisome abundance. 
Investigation of GSIS from MIN6 cells following siRNA knockdown of either PEX11α or 
PEX11β revealed no differences compared with the controls. However, knockdown of 
PEX11β expression, but not PEX11α expression, in the presence of palmitate resulted 
in a partial recovery of the diminished insulin response seen with palmitate incubation. 
This suggests that a reduction in peroxisome abundance through the knockdown of 
PEX11β expression is protective against lipotoxicity in pancreatic β‐cells. It is therefore 
possible that increases in either PEX11α or PEX11β expression may contribute to 
lipotoxicity in these cells, and further, may be one of the reasons for the development 
of type 2 diabetes. 
7.3 Future	work	
We managed to produce a system for the knockdown of PEX11α expression and 
PEX11β expression in MIN6 cells. However, it was not possible to assess whether we 
had reduced expression of the corresponding proteins. Commercially available 
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antibodies for both PEX11α and PEX11β were against the human proteins, and despite 
the PEX11α antibody sharing >80% homology with the mouse protein, and the PEX11β 
antibody being predicted to react in mice, neither were successful at binding. Although 
through the knockdown of PEX11β gene expression we were able to show a decrease 
in peroxisome number, our conclusion would be strengthened with the evaluation of 
whether the PEX11β protein expression was also decreased. In addition, we were not 
able to decrease peroxisome number through a decrease in PEX11α gene expression. 
Although it is possible that a decrease in PEX11α does not lead to a decrease in 
peroxisome number in MIN6 cells, we cannot be certain as we were unable to assess 
PEX11α protein expression. Therefore, it would be worth producing antibodies that 
will bind mouse PEX11α and PEX11β to ensure a decrease in PEX11 proteins is attained 
following decreases in their gene expression.  
As candidate gene studies pointed to a SNP downstream of PEX11α being associated 
with a reduced insulin response (Pascoe, 2009), it would have been better to 
thoroughly explore the altered expression of PEX11α. Although we did show that 
treatment with PPARα/RXR agonists led to an increase in the expression of PEX11α, we 
did not produce an over expression system for this work. We thought that a decrease 
in PEX11 expression would be harmful to the β‐cell, so we looked at the effects of 
decreasing PEX11β expression on GSIS following palmitate incubation. However, with 
evidence pointing to peroxisomes playing a role in lipotoxicity in pancreatic β‐cells 
(Elsner et al., 2011), and the suggestion that over‐expression of PEX11α in human cells 
leads to an increase in peroxisome abundance (Schrader et al., 1998), it would be 
worth investigating the over‐expression of PEX11α in MIN6 cells in relation to 
peroxisome abundance, fatty acid metabolism and insulin secretion. 
We were able to show that a decrease in PEX11β expression led to a decrease in 
peroxisome abundance which was protective to pancreatic β‐cells, and surprisingly 
resulted in a partial recovery in the inhibited insulin secretion in response to palmitate. 
As it has been suggested that H2O2 produced during peroxisomal β‐oxidation of fatty 
acids is a major mediator of lipotoxicity in pancreatic β‐cells (Elsner et al., 2011) it 
would be worth taking this work further to examine whether a decrease in PEX11β 
expression results in a decrease in fatty acid metabolism and/or a decrease in  H2O2 
production. 
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It might be worth pursuing how changes in peroxisome abundance and function 
influence mitochondrial function in the presence of fats. It may be possible that 
reductions in peroxisomes lead to a compensatory and beneficial increase in 
mitochondrial fatty acid metabolism. Furthermore, it would be interesting to see 
whether decreases in TFAM, which has previously been shown to decrease 
mitochondrial DNA copy and have deleterious effects on GSIS in MIN6 cells (Hine, 
2012), might lead to an increase in peroxisome fatty acid metabolism. 
Finally, since the work carried out in this thesis was using a mouse cell line, it would be 
worthy to take this work forwards into human cells. Although MIN6 cells are a good β‐
cell model (see section 1.8), the implications of these findings need to be assessed in 
human β‐cells to determine whether this is representative of the case in humans. 
Taking this work further could lead to a better understanding of type 2 diabetes, and a 
possibility of tailored treatments in the future for people with differences in 
peroxisome abundance. 
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